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論文内容要旨
 癌の化学療法が必ずしも期待された効果を治療面で発揮出来ない理由の一つには,薬剤の適切
 な選択が困難であることが考えられる。癌にはそれぞれ個性があると言われているが,組織形態
 学的にも,増殖速度や転移形成のような生物学的特長においても,さらに放射線照射や薬剤感受
 性においても,夫々の癌細胞系が個性的差異を持つことが知られている。従って癌化学療法に当
 たっては,対象となる癌がどの薬剤に対して感受性があるかを調べることは選択上極めて重要な
 ことと考えられる。癌細胞を受精鶏卵の漿尿膜に移植して増殖させる,いわゆる鶏卵培養法を癌
 細胞の薬剤感受性試験に応用することを検討するために,ラット腹水肝癌細胞を用いて基礎的実
 験を行った。
」
材料
 受精鶏卵は,WhiteLeghorn種の11日卵を使用した。腫瘍はラット腹水肝癌細胞20系の
 移植を試み,化学療法剤の投与実験には,YS,AH13,AH66F,AH7974,AH109A
 の5系を使用した。制癌剤はアルキル化剤としてNitrogenmustardN-oxide(NMO),抗生
 剤としてMitomycinO(MMO),代謝拮抗剤として5-fluorouraci1(5FU)の3種を用い
 た。これらの薬剤の鶏胚1こ対するLD5。を求めるために,種々の濃度の薬剤を11日の卵黄嚢に
 一回注入し,3日後の14日卵で鶏胚の生死を検索した。これにより感受性試験における薬剤の
 投与量を決めた。
 癌細胞移植と薬剤投.与
 暗室で11日卵を透過光で観察し,気室と移植部位に印をつける。移植部位は約10×12㎜
 で漿尿膜の血管を傷つけない所を選ぶ。これからあとの操作は全て無菌的に行う。卵殻を消毒後,
 歯科用ドリルで移植部位の卵殻を切り取る。直下の卵膜,漿尿膜を傷つけないようにする。気室
 にキリで小穴をあけ,ゴムキャップで吸引して,移植部位の漿尿膜を卵膜から離して,そこに人
 工ゐ気室を作る。卵殻をはずし,卵膜を切り取ると漿尿膜が現われる。これで腫瘍移植と薬剤投
 与の出来る状態となる。感受性試験では,最初に薬剤を卵黄嚢に注入し,そのあと腫瘍細胞を漿尿
 膜に移植した。これは細胞と薬剤の直接の接触を避けるためである。腫瘍細胞は106個を生理食
 塩水0、1認に懸濁調製し漿尿膜上に滴下した。AH109Aの腹水細胞をラット皮下に移植し固形腫瘍を
 作製し,その組織片を移植した場合は約1伽3を膜上に静かに置いた。対照として薬剤末処置群
 は,生理食塩水0、1曜を卵黄嚢に注入後細胞を移植した。その後テープで穴をふさぎ,37.8℃
 の孵卵器に卵を水平に静置した。移植後7日目,18日卵で取り出し,腫瘍の増殖状態を観察し,
 腫瘍系(最大径とそれに直角の径の平均値)を測定した。ブアン液で固定後,組織標本を作製し
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 移植成立の有無,薬剤の効果を組織学的に検索した。
 腹水腫瘍細胞の受精罵卵への移植
 腹水肝癌細胞の20系を11日卵に移植した実験では,全腫瘍系において移植が成立した。移
 植7日目の鶏胚生存率は76%(169/222)で,そのうち147個85%に移植が成立してい
 た。移植細胞数と移植率をYSとAH13で検討した結果では,100個細胞移植で比較的安定し
 た生存率と移植率を得た。これより感受性試験には106個の細胞移植で実験を行った。また漿尿
 膜におけるYSの緩目的増殖の観察では,4日目に漿尿膜が浮腫状になる。組織学的には,漿尿
 膜内に細胞が密に増殖し,既存の血管が肝癌における類洞様構造を形成しているのが認められた。
 ト
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 受精鶏卵移植細胞に対する化学療法効果
 YS,AH13,AH66F,AH7974,AH109A(腹水型と固型腫瘍)の5系に3種の化
 学療法剤の投与を行った。用いた薬剤の鶏胚に対するLD5。は,NMOは5㎎/egg,MMOは
 0.16雁/egg,5FUは0.26解/eggであった。鶏胚の死亡率,体重減少,及び奇形の出現等
 を考慮して,投与量は,NMOはLO卿/egg,MMGと5FUは0.05解/eggとした。感受性の
 判定の基準として,移植率,腫瘍径の大小,組織学的薬剤効果の有無を対照群と比較して判定し
 た。その結果NMOはYS,AH13,AH66F,AHIo9Aに,MMGはYS,AH13,AH66
 Fに効果が認められた。一方NMO,MMGはAH7974に対して効果がなく,5FUもAH7974
 を除いた全ての細胞に効果が認めらなかった。AH109Aの腹水型と固型腫瘍を移植した場合,
 両者において薬剤(MMCと5FU)の効果は同様に認められ差異はなかった。
 以上の成績を考按してみると①受精卵は移植免疫を考慮しないで異種移植が可能である。ま
 た移植された細胞の増殖に関しても,生物学的に安定した環境であり,鶏卵は21日目で孵化す
 るので,薬剤感受性の判定が短期間でできる。移植と同時に薬剤を投与するこの方法は,卵への
 操作が一度で済み簡便である。②11日卵での3種の薬剤のLD5。は鶏卵の重量が約50～60
 9であることから換算して,ほぼラットでのしD50の量に相当する。薬剤の投与量は夫々1/3
 ～1/5の量を用いた。これらの濃度では催奇性や致死性は殆んど認められなかった。③受精鶏
 卵に移植したラット腹水肝癌細胞に対する薬剤の効果は,ラットに腫瘍細胞を移植して行った薬
 剤の感受性試験,いわゆる腹水肝癌スペクトラムに報告されている結果と略同一の成績を得た。
 このことから,受精鶏卵に感受性の未知な癌細胞を移植してテストを行い,生体内における癌細
 胞の薬剤感受性を推定することが,可能であろうと考えられる。
 一103一
 審査結果の要旨
 この論文においてはまずラットの腫瘍細胞を受精鶏卵の漿尿膜に異種移植する予備実験を行な
 い,鶏胎の生存率,腫瘍の移植率を調べ,その中から3系の腫瘍系を撰んで,化学療法剤に対す
 る感受性試験を行う方式を確立しようと試みたものである。そもそも癌の化学療法にさいしては
 その効果発現のための条件が種々吟味されてきているが,癌細胞の薬剤感受性が癌細胞系によっ
 て個性的差異があることはこれまでの多くの研究によって明らかにされているところである。し
 かし乍ら人癌の場合に化学療法効果をあげるために感受性試験を行う手段は未だ確立されていな
 い。そこでそのために鶏卵培養法が異種移植法として使えるかどうかの検討を,薬剤感受性がす
 でに同種のinvivotestで判明している癌細胞を用いて行なった点に,この研究の一つの意義
 と目的が存している。そして更に移植率のみならず,腫瘍の計測と組織学的検索を行なって,化
 '学療法効果の判定を確実なものとしている。その結果ラットの動物実験でえられた先人の成績と
 同一の感受性を示すことが認められている。このことは本方法によって示される感受性試験の結
 果から,生体内における化学療法効果を推定することができることを示すものといえよう。さら
 に人癌の材料から鶏卵培養法を用いての薬剤感受性試験への発展は今後に残された問題であるが,
 この研究はその基礎的資料を確実に整えた点は充分に評価してよいと考える。
 以上本論文は学位を授与するに価するものである。
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